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© CENP-B peptide. 



@ Trie invention relates to a peptide or fragment 
thereof which is immunochemically reactive with an- 
ticentromere autoantibodies (ACA). 

The invention also relates to a method for the 
detection of anticentromere autoantibodies or detec- 
tion of a centromere antigen in a test fluid and also 
to an immunochemical reagent and a test kit to be 
used when applying said detection methods. 
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The invention relates to a peptide or fragment 
thereof which is immunochemically reactive with 
anticentromere autoantibodies (ACA). 

The invention also relates to a method for the 
detection of anticentromere autoantibodies or de- 
tection of a centromere antigen in a test fluid and 
also to an immunochemical reagent and a test kit 
for carrying out said detection methods. 

Centromere components are one of the targets 
of a highly selective autoimmune response in cer- 
tain patients with rheumatic diseases. Although an- 
ticentromere autoantibodies (ACA) were observed 
primarily in limited sclerosis or CREST (Calcinosis. 
Raynaud's phenomenon, Esophageal dysmotility, 
Sclerodactyly, Telangiectasia) syndrome, they have 
also been detected in patients with several other 
rheumatic diseases and vasculitis. Earnshaw et al. 
showed in 1985 that ACA positive patient sera 
recognize three immunologically related cen- 
tromere antigens, CENP-A (17kDa), CENP-B 
(80kDa), and CENP-C (140kDa). Since antibodies 
to CENP-B were found to be present at high titers 
in all ACA positive patient sera, whereas the titers 
of antibodies to CENP-A and CENP-C were often 
lower, CENP-B was referred to as the major cen- 
tromere antigen. It has been shown that ACA and 
antitopoisomerase I antibodies are helpful clinical 
markers in systemic sclerosis. Earnshaw et al. suc- 
ceeded in 1987 in cloning the cDNA of ~95% of the 
mRNA that encodes CENP-B. They also reported 
the first use of a protein, i.e. CENP-B, in an 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) sys- 
tem to detect autoantibodies in patient sera. The 
protein used in their experiments encoded 147 
amino acid residues from the carboxyl-terminal re- 
gion of CENP-B fused to 113kba of 0-galac- 
tosidase. However, for the development of a spe- 
cific and sensitive method to enable a reliable 
diagnosis to be made it is of great importance to 
identify immuno-dominant epitopes on said protein. 
The last 60 C-terminal amino acid residues of 
CENP-B surprisingly constitute an important and 
unexpected autoantigenic domain. The data show 
that patient sera in which ACA can be detected by 
immunofluorescence and immunoblotting all con- 
tain antibodies against this C-terminal CENP-B 
fragment. Furthermore, the expression level of this 
particular part of CENP-B as fusion protein in E. 
coli is much higher than the expression level of the 
last 157 C-terminal amino acid residues of CENP- 
B, whereas its antigenicity surprisingly appeared to 
be at least as high as that of the longer CENP-B 
fragment. Furthermore this material is very suitable 
as antigen source in an ELISA system for screen- 
ing patient sera for anti-CENP-B antibodies. 

The invention comprises a peptide with 60 
amino acids and an amino acid sequence depicted 
in the one-letter code as shown in Figure 1 which 



is immunochemically reactive with anticentromere 
autoantibodies (ACA). 

The invention also comprises fragments of said 
peptide which are still immunochemically reactive 
5 with ACA and also polypeptides comprising said 
peptide or said fragment thereof. 

Analogues or derivatives of the peptide accord- 
ing to Figure 1 are also included in the invention. 
The term "analogues" refers for instance to post- 
io expression modifications of a peptide, for example, 
glycosylations, acetylations, phosphorylations etc. 

The invention also relates to an immunochem- 
ical reagent, which reagent comprises at least one 
of the peptides according to the invention. 
75 The invention also comprises a method for the 
detection of ACA in a test fluid, in which at least 
one of the peptides according to the invention is 
used. 

The invention also relates to a method for the 
20 detection of a centromere antigen in a test fluid, 
using at least one of the peptides according to the 
invention. 

The invention also relates to a test kit to be 
used in an immuno-assay. this test kit containing at 

25 least one immunochemical reagent according to 
the invention. 

It is within the scope of this invention to use 
the new nucleotide sequence coding for the amino 
acids according to Fig. 1 as the basis of a test to 

30 detect CENP-B DNA or RNA by a nucleic acid 
amplification technique for instance the polymerase 
chain reaction (PCR) or the nucleic acid sequence 
based amplification (NASBA). 

The peptides mentioned above are found to be 

35 particularly suitable for use in a diagnostic method 
for determining the presence of CENP-B or ACA in 
a test fluid. 

The preparation of the peptides according to 
the invention is effected by means of one of the 

40 known organic chemical methods for peptide syn- 
thesis or with the aid of recombinant DNA tech- 
niques. This latter method involves the preparation 
of the desired peptide by means of bringing to 
expression a recombinant polynucleotide with a 

45 polynucleotide sequence which is coding for one or 
more of the peptides in question in a suitable 
micro-organism as host. 

The organic chemical methods for peptide syn- 
thesis are considered to include the coupling of the 

50 required amino acids by means of a condensation 
reaction, either in homogeneous phase or with the 
aid of a solid phase. 

As already indicated above, the peptide ac- 
cording to the invention can likewise be prepared 

55 with the aid of recombinant DNA techniques. This 
possibility is of importance particularly when the 
peptide is incorporated in a repeating sequence 
("in tandem") or when the peptide is prepared as a 
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constituent of a (much larger) protein or polypep- 
tide. This type of preparation of the peptide there- 
fore likewise falls within the scope of the invention. 

A polynucleotide of this type, which is coding 
for the peptide according to the invention, and a 
recombinant DNA in which this polynucleotide is 
incorporated likewise fall within the scope of the 
invention. 

Without specifically being incorporated in the 
claims, it is serf-evident that one or more amino 
acids in the peptides according to the invention can 
be replaced by other amino acids or amino acid 
analogues or derivatives without affecting the im- 
munochemical activity of the peptides in question. 

Functional derivatives of the above-mentioned 
peptides viz.: 

(a) acid addition salts of the peptides; 

(b) amides of the peptides and specifically the 
C-terminal amides; 

(c) esters and specifically C-terminal esters and 

(d) N-acyl derivatives, specifically N-terminaJ 
acyl derivatives and in particular N-acetyl de- 
rivatives, are also considered as peptides ac- 
cording to the invention. 

The term "immunochemical reagent" signifies 
that the peptides according to the invention have 
been bound to a suitable support or have been 
provided with a labelling substance. 

The supports which can be used are, for exam- 
ple, the inner wail of a microtest well or a cuvette, 
a tube or capillary, a membrane, filter, test strip or 
the surface of a particle such as, for example, a 
latex particle, an erythrocyte, a dye sol, a metal sol 
or metal compound as sol particle. 

Labelling substances which can be used are, 
inter alia, a radioactive isotope, a fluorescent com- 
pound, an enzyme, a dye sol, metal sol or metal 
compound as sol particle. 

In a method for the detection of antibodies 
directed against a centromere antigen in a test 
fluid, an immunochemical reagent according to the 
invention is brought into contact with the test fluid. 
After which, the presence of immune complexes 
formed between the peptide and antibodies in the 
test fluid is a measure for the presence of said 
antibodies in the test fluid. 

The immunochemical reaction which takes 
place using these detection methods is preferably 
a sandwich reaction, an agglutination reaction, a 
competition reaction or an inhibition reaction. 

For the detection of a centromere antigen, for 
instance CENP-B, in a test fluid an immunochem- 
ical reagent according to the invention is brought 
into contact with the test fluid and ACA after which 
the presence of immune complexes formed is de- 
tected and, from this, the presence of CENP-B 
antigen in a test fluid can be determined. 



A particularly suitable method for the detection 
of CENP-B antigen in a test fluid which can be 
used is a competition reaction between a peptide 
according to the invention provided with a labelling 
5 substance and a CENP-B antigen (present in the 
test fluid) for a binding site on the antibody di- 
rected against CENP-B which is bound to a solid 
support. 

A test kit according to the invention comprises 

w an immunochemical reagent as described above. 
For carrying out a sandwich reaction, the test kit 
may comprise, for example, a peptide according to 
the invention bound to a solid support, for example 
the inner wall of a microtest well, and either a 

75 labelled synthetic peptide according to the inven- 
tion or a labelled anti-antibody. 

For carrying out a competition reaction, the test 
kit may comprise a peptide according to the inven- 
tion bound to a solid support, a labelled antibody 

20 directed against CENP-B antigen preferably a mon- 
oclonal antibody directed against said peptide then 
being used to compete with ACA in a test fluid. 

In an agglutination reaction an immunochem- 
ical reagent which comprises a peptide according 

25 to the invention bound to particles including sols 
must be brought directly into contact with the test 
fluid in which the antibodies directed against 
CENP-B antigen which are to be detected are 
present. 

30 Another embodiment of a test kit is. for exam- 
ple, the use of a labelled peptide according to the 
invention as immunochemical reagent in a competi- 
tion reaction with a CENP-B antigen to be detected 
for a binding site on the antibody directed against 

35 CENP-B, which is bound to a solid support. 

Example I 
Sera 

40 

Most patient sera were obtained from the De- 
partment of Rheumatology of the University Hos- 
pital St. Radboud at Nijmegen, The Netherlands. 
Some additional sera were received from hospitals 
45 in Enschede, Deventer and Groningen, The Nether- 
lands. 

Isolation of cDNA clones encoding CENP-B frag- 
ments 



A mixture of two human sera, both containing 
anticentromere antibodies, was used to screen a 
human placental cDNA expression library (Clontech 
HL100 8b) constructed with the \gt11 vector. Each 
55 serum was used at a dilution of 1:1000. To detect 
specifically bound antibody. 125 l-labeiled sheep 
anti-human immunoglobulin F(ab>2 fragment 
(Amersham, U.K.) was used. By this method, four 
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immunopositive clones were detected. These 
clones, designated 23 (1009bp), 7(12l0bp), 15- 
<1306bp) and I3(970bp) encode 60, 125, 157 and 
161 amino acids residues from the carboxyl-termi- 
nal region of CENP-B, respectively. 

The cDNA's were ligated into plasm ids of the 
pGEX bacterial expression system and fused in 
phase to genetic sequences encoding glutathione 
S-transferase (GST; 26kDa). Clone 23 was inserted 
into the BamHI site of pGEX-2T and clone 15 was 
inserted into the EcoRI site of pGEX-3X. The fusion 
proteins produced are named GST-CENP-B/23 
(33kDa) and GST-CENP-B/15 (52kDa). 

E. coli DH5a was used as host for maintaining 
the plasmids as well as for the production of fusion 
proteins. 

DNA sequence analysis 

cDNA fragments were digested with a variety 
of restriction enzymes. DNA fragments were ligated 
into the polylinker region of M13mp18. Sequence 
analysis of the DNA fragments was performed by 
the dideoxy chain termination method. 

Gelelectrophoresis, protein blotting and detection of 
antigens 

SDS-PAGE and transfer of proteins from 13% 
or 18% polyacrylamide gels onto nitrocellulose 
sheets (Schleicher & Schuell filters BA85, Dassel, 
Germany) was performed. The immunoblots were 
treated and processed. The antibody-antigen com- 
plexes were detected with either horseradish 
peroxidase-conjugated second antibodies or ,25 l- 
labelled anti-human Ig (whole antibody) from sheep 
(Amersham). 

Production and purification of fusion proteins 

Overnight cultures of E. coli DH5a transformed 
with pGEX-2T/23 or pGEX-3X/15 were diluted 1:20 
in 100 ml of fresh L-broth containing 100 ul/ml 
ampicillin and grown for 1 hour at 37 *C with 
intensive aeration before adding IPTG (isopropyl-0- 
D-thiogaJactopyranoside: Research Organics, 
Cleveland, U.S.A.) to a final concentration of 0.1 
mM. After a further 3 hours of growth, cells were 
pelleted and resuspended in 2 ml phosphate buf- 
fered saiine (PBS) containing 0.5 mM of the prot- 
ease inhibitor phenylmethylsulfonyl chloride 
(PMSC). 

Cells were lysed by three times freeze/thawing 
followed by an incubation with 50 ug/rnl deox- 
yribonuclease I (DNase I) (Sigma) for 20 min at 37 
0 C. Subsequently, 0.1 mg of lysozyme was added 
in 0.4 ml of 50% (w/v) sucrose, 10 mM Tris.HCI pH 
8.0, 1 mM Na-EDTA pH 8.0 and 100 mM NaCi. 



Incubation was performed for 30 min on ice. After 
adding 0.2 ml 10% (v/v) Nonidet P-40 and 0.2 ml 
Na-EDTA pH 7.5, the suspension was incubated on 
ice for another 15 min. After adding 3.5 mg/ml 

5 Zwittergent detergent 3-14 (Calbiochem, San 
Diego, U.S.A.), the suspension was sonicated three 
times 1 min on ice using a Branson sonifier B-12 
with microtip. The suspension was layered on a 1 
ml 40% (w/v) sucrose solution in PBS and cen- 

w trifuged for 30 min at 10,000 g and +4 # C. The 
pellet was then resuspended in 0.5 ml 8M urea. 
This material was diluted 1:20,000 in coating buffer 
(Na-carbonate buffer pH 9.6: 35 mM 
NaHC0 3 /15mM NazCOa) for use in the ELISA. 

15 

Example II 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

20 For detection of antibodies against CENP-B an 
enzyme immunoassay was established using Zwit- 
tergent purified fusion protein GST-CENP-B/23. 
Optimal concentrations of antigen, patient sera and 
conjugates were established after appropriate 

25 chess board titrations. 

Polystyrene microtiter plates (Greiner; 96 
wells) were coated with 100 ul/weli of a dilution of 
GST-CENP-B/23 (0.5 ug/ml) in coating buffer, and 
kept at +4 *C overnight. The antigen solution was 

30 then removed and the plates were washed 5 times 
with PBS/0.05% (v/v) Tween-20. The remaining 
free binding sites were blocked by adding 150 
ul/well of 0.1% (w/v) bovine serum albumin (BSA) 
diluted in coating buffer and incubating for 2 hours 

as at room temperature. Thereafter, the plates were 
washed 5 times with PBS/Tween. The assay was 
performed with 50 ul serum/well, diluted 1:100, 
1:200, and 1:400 in RIA-buffer (0.3% (w/v) BSA, 
350mM NaCI. 10mM Tris.HCI pH 7.6, 1% (v/v) 

40 Triton X-100, 0.5% (w/v) Na-deoxycholate, 0.1% 
(w/v) Na-dodecyl sulfate), supplemented with 10% 
(v/v) normal rabbit serum. The plates were in- 
cubated at room temperature for 1 hour, and 
washed 6 times with PBS/Tween. 

45 To each well 50 ul of one of the following 
rabbit anti-human peroxidase-conjugated antibodies 
was added: 

- IgG, IgA, IgM, kappa, lambda (DAKOpatts, 
Glostrup, Denmark: P-212), diluted 1:1000 in 

so RIA-buffer. 

- IgG ( 7 -chains) (DAKOpatts: P-214), diluted 
1:5000 in RIA-buffer. 

- IgA (a-chains) (DAKOpatts: P-216), diluted 
1:2000 in RIA-buffer. 

55 - IgM (u-chains) (DAKOpatts: P-215), diluted 
1:2000 in RIA-buffer. 
The plates were incubated for 1 hour at room 
temperature and washed 6 times with PBS/Tween. 
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Bound antibodies were visualized with 3,3\5,5'- 
tetramethylbenzidine (TMB, Sigma) according to 
standard methods. The staining reaction was stop- 
ped after 10 min. by adding 100 ul 2M H 2 SCVwell. 
Plates were read on a Bio-Rad model 2550 ELISA 
reader at 450nm. All sera were tested in quadrupli- 
cate and the results were averaged. Values higher 
than twice the level of pooled normal human serum 
(NS) were considered positive. 

The 81 sera, positive for both anti-CENP-A and 
anti-CENP-B antibodies in the immunoblot analysis, 
all gave a positive immuno-reaction with the GST- 
CENP-B/23 protein. Very strong immuno-reactions 
(OD values >2) were obtained with 65 of the 81 
sera. The OD values for the other 18 sera in this 
group ranged from 0.6 to 2.0. 

In conclusion, the ELISA with CENP-B peptide 
according to the invention may be regarded as an 
advance in screening patient sera for the presence 
of ACA. 



to detect a nucleic acid amplification of said 
centromere nucleic acid sequence. 

6. Test kit for carrying out an immuno-assay ac- 
5 . cording to claim 3 or 4. 

7. Test amplification kit for carrying out an am- 
plification method according to claim 5. 



Claims 



1. A peptide with amino acid sequence according 

to Figure 1 or fragment or analogue thereof 25 
which is immunochemical^ reactive with an- 
ticentromere autoantibodies or a polypeptide 
comprising said peptide, fragment or analogue 
thereof. 

30 

2. Immunochemical reagent comprising a pep- 
tide, fragment or analogue thereof or a poly- 
peptide according to claim 1 . 



3. Method for the detection of anticentromere as 
autoantibodies in a test fluid, characterized in 
that an immunochemical reagent according to 
claim 2 is brought into contact with the test 
fluid and the presence of immune complexes 
formed between the peptide and antibodies in 40 
the test fluid is detected, which is a measure 
for the presence of anticentromere autoan- 
tibodies in the test fluid. 



4. Method for the detection of centromere antigen 45 
in a test fluid characterized in that an im- 
munochemical reagent according to claim 2 is 
brought into contact with the test fluid and 
anticentromere autoantibodies, whereafter the 
presence of immune complexes formed is de- 50 
tected which is a measure for the presence of 
centromere antigen in the test fluid. 



5. Method for the amplification and the detection 

of a centromere nucleic acid sequence in a 55 
test fluid using a sequence or fragment thereof 
coding for the amino acid sequence according 
to claim 1 as primer(s) in order to perform and 
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Figure 1 



1 10 

P-V-P-S-F-G-E-A-M-A-Y-F-A-M-V-K 

20 30 
R-Y-L-T-S-F-P-I-D-D-R-V-Q-S-H-I 

40 

L-H-L-E-H-D-L-V-H-V-T-R-K-N-H-A 

50 60 
R-Q-A-G-V-R-G-L-G-H-Q-S 
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Beschreibung 

Expression einer multigen RNA mit Self- splicing Aktivitat 

RNA-Molekule konnen unter geeigneten Voraussetzungen ohne 
Beteiligung von Prbteinen an andereh fcNA-Molekiilen 
Reaktionen katalysieren ©per autokatalytisch Fragmente aus 
eigenen Molekulen abspalten. So wird vom 3'-Ende der 
5 23s rRNA von Tetrahymena thermophila autokatalytisch ein 
Intron mit 413 Nukieotiden entferntund in eine zirkulare 
Form ubergefiihrt. Dies geschieht durch eine Reihe von 
Phosphoestertransf er-Reaktiohen mit Beteiligung von 
Guanos in- Kofaktoren (Cech, T.R. ,' Nature 30, 578-583 (1983)). 
10 Je nach RNA Substrat odler f den gewahlten 

Reaktionsbedingungen kann das Intron als spezifische 
Ribonuclease, terminale transferase, Phosphotransferase 
oder saure Phosphatase fiunktionieren. Dabei kann ein 
RNA-Molekiil einige Umsetzungen vornehmen, ohne selbst 
verandert zu werden und verhali sich in dieser Hinsicht wie 
ein Enzym. Fur RNA-Molekfile mit diesen Eigenschaften wurde 
deshalb der Begriff Ribozym geprigt. 

Ahnliche Reaktionen ohne Beteiligung von Proteinen konnten 
auch fur einige viroide RNAs und Satelliten-RNAs gezeigt 
werden. So scheint fiir Avocado Sunblotch Viroid (ASBV) 
(Hutchins, C.J. et al. Nucleic Acids Res. 14, 3627-3640 
(1986)), Satelliten-RNA von Tobacco Ringspot Virus (sTobRV) 
(Prody, G.A.. et al., Science 231 , ' 1577- 1580 (1986)) und 
Satelliten-RNA von Luzerne Transient Streak Virus (sLTSV) 
(Forster A.C. et al., Cell 49, 211-?20 (1987)) eine Selbst- 
Prozessierung eine essentielle Reaktion fur die Vermehrung 
zu sein. Wahrend der Replikation dieser RNAs werden 
vermutlich zirkulare Formen gebildet, die als "Templates" 
zur Synthese von RNAs mit Uberlange fiihren. Diese 
Transkripte werden durch die selbstkatalysierten, 
endonucleolytischen Reaktionen auf die richtige Genomlange 
zurechtgeschnitten . 
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Die Strukturen der RNAs, die diese vermutlich fur die 
Reaktion einnehmen, wurden als "hammerheads 11 beschrieben 
(Forster A.C. et al., Cell 49, 211-220 (1987)); Haseloff, 
J. et al.. Nature 334, 585-591 (1988)). 

Die Schnittstellen fur diese RNA-Enzyme sind spezifisch und 
mxissen bestimmte strukturelle Voraussetzungen aufweisen, 
damit eine Prozessierung erfolgen kann. 

Es wurde nun liberraschend gefunden, daB Wirtszellen 
beliebiger Organismen mat Vektoren, die DNA kodierend fur 
Ribozym RNA verkmipft mit funktionellen Genen enthalten, 
transformiert werden konnen, so daB die genannte RNA 
exprimiert und anschlieBend gespleiBt wird. 

Die Erfindung betrifft somit: 

1. Ein Hybridgen, bestehend aus einer Genseguenz, kodierend 
fur Ribozym-RNA, und einem Oder unterschiedlichen 
funktionellen Genen, in einer oder mehreren Kopien, 
wobei die Genseguenzen tiber einen Spacer, der auf der 
RNA-Ebene ein Substrat fiir das Ribozym darstellt, 
verkniipft ist. 

2. Wirtszellen, die das unter 1. charakterisierte Gen 
enthalten. 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert beschrieben, 
insbesondere in ihren bevorzugten Ausfiihrungsf ormen. Ferner 
wird die Erfindung durch den Inhalt der Anspriiche definiert. 

Unter einera funktionellen Gen, versteht man einen DNA- 
Abschnitt im Genom, der fiir ein Polypeptid codiert. Das 
Polypeptid kann fiir sich ein funktionelles Protein 
darstellen oder als Untereinheit eines Enzymkomplexes 
fungieren. 
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Das erf indungsgemaBe Gen ist so konstruiert, daB von 
einem Promotor aus mehrere Gene, beispielsweise ganze 
Synthesewege fur die Herstellung von z.B. Aminosauren, wie 
Glycin, Nukleotiden, Sekundar Metaboliten wie Antibiotika, 
Cof aktoren von Enzymen, Hormonen, wie das 
Schilddriisenhormon, in Pflanzen oder Mikroorganismen 
exprimiert werden konnen. Es sollen damit einmal artfremde 
Stoffe in entsprechenden Pflanzen oder Mikroorganismen 
hergestellt werden bzw. soil die Ausbeute in Pflanzen oder 
Mikroorganismen, die dieSe Stoffe natiirlich synthetisieren, 
erhoht werden. Gene kodierend fur entsprechende Polypeptide 
konnen unter Verwendung von Koiitrollseguenzen 
erf indungsgemaB Anwendung finden. 

Ferner ist es moglich, ein Gen fur ein bestimmtes 
funktionelles Protein in mehreren Kopien einzusetzen, z.B. • 
urn die Ausbeute eines Proteins wie Insulin oder 
Transaminase zu erhohen. 

Weiterhin ist die Expression eines oder mehrerer 
Selektionsmarker mit dem erf indungsgemaBen System moglich. 
Dazu konnen beispielsweise Gene fur folgende Proteine 
Anwendung finden: 0- Lactamase, B-Galaktosidase, 
Phosphinotricin- acetyl- transferase, Chloramphenicol- acetyl- 
transferase oder Thymidinkinase. 

Bevorzugt wird mit dem Acetyltransf erasegen fiir das 
Herbizid Phosphinotricin und dem Ca*t- Gen aus dem Transposon 
Tn9 fur die Chloramphenicol acetyltransf erase gearbeitet. 

Das Acetyltransferasegen aus Streptomyces viridochromogenes 
(Wohleben, W. et al., Gene 22/ 25-37 (1988)), kann aus 
synthetisch hergestellten Oligonukleotiden zusammengesetzt 
werden, wobei es fiir die Expression in Pflanzen auch 
modifiziert werden kann. Das Gen vermittelt Resistenz gegen 
Phosphinotricin in transgenen Pflanzen, die das Produkt 
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konstitutiv exprimieren. Das Cat- Gen bewirkt Resistenz 
gegen Chloramphenicol. Ebenso wie das Acetyl transf erasegen 
acetyliert das Cat-Gen sein Produkt. Das Cat- Gen stammt aus 
Tn9 (Alton, N.K. et al., Nature 15 282, 864-866, 1979), 1st 
aber auch kauflich erhaltlich. 

Die Gene sind durch Ribozymsubstratsequenzen, sogenannte 
Spacer verkmipft und werden durch eine 

Ribozymstrukturdomane desselben Molekuls freigesetzt. Auf 
diese Weise konnen mindestens 2 bis zu ca. 25 oder mehr 
Genseguenzen in einem Organismus exprimiert werden. Die 
Freisetzung kann auch uber ein getrennt exprimiertes 
Ribozymmolekiil erfolgen. 

Die entsprechrend transkribierte RNA ist im we sent lichen so 
zusammengesetzt, daB sich die Ribozyme bevorzugt am 3 1 - 
bzw. 5 f -Ende des RNA Molekuls befinden. Als Spacer wird 
eine Sequenz von 40-50 Nukleotiden eingeschoben, die im 
ganzen oder in einem mindestens 10, bevorzugt 15-35 
Nukleotide zahlenden Teilbereich zur Sequenz des Ribozyms 
komplementar ist. Die Ribozym- Sequenz der RNA kann sich so 
an den Spacer anlagern und diesen unmittelbar hinter einer 
definierten Sequenz schneiden. Als Ribozymschnittstelle 
wird bevorzugt ein GUC- Triplet verwendet. Die Anzahl der 
verknupften Gene kann jeweils durch Einfugen von weiteren 
Spacern vermehrt werden, wobei deren Sequenz gleich oder 
verschieden vom ersten eingefiigten Spacer sein kann. Falls 
sie verschieden ist, wird im gleichen RNA-Molekul eine 
weitere Ribozymstrukturdomane passend zu dieser Sequenz 
geschaffen. 

Die fur diese RNA benotigten Spacer- und Ribozym- Sequenz en 
konnen synthetisch hergestellt werden. Die Verkniipfung mit 
den Genen erfolgt liber geeignete ansynthetisierte Linker. 

Spacer und Ribozym werden analog zu Ribozymstrukturen der 
Natur synthetisiert (Uhlenbeck, O.C., Nature 328 , 596-600, 
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1987). Dabei konneh diese Seguenzen natiirlich vorkoramende 

Ribozyme nachbilden (Forsrter A.C. et al.. Cell 49, 211-220, 

■ 

(1987)) oder so gestaltet werden, daB die essentiellen 
Strukturen des Ribozyms vorhanden sind, fur nicht 
5 essentielle Teile aber andere Seguenzen gewahlt werden. Bei 
der Grundkonstmktiori kahp im wesehtlichen nach 
Haseloff, J. et al.., Nature 334 , 585-591, 1988 vorgegangen 
werden. In den Spacerteil der RNA wird eine GUC-Seguenz 
eingebaut, urn die in 5 1 - und S'-Richtung Seguenzen liegen, 
10 die komplementar zu einer beschriebenen Ribozym- Seguenz 
sind. 

Spacer und Ribozym auf der RNA-Ebene konnen im Schema wie 
folgt aussehen: 

15 ' 



5-NNNNNNNNKNNNNQUC NNNNNNNNNNNNNN-3 Subatrat-RMA 
3-KKKKKKKKCA KKKKKKKK-S 

20 AC-: | : 

A «L 



CG G ^ 
VV 
VV 



V / Ribozym 



25 S\ 

XV 



30 



wobei 

35 N Nukleotide der Substrat-RNA, A, C, G oder U 
K komplementare Nukleotide zu N im Ribozym 
V variable Nukleotide A, C, G oder U im Ribozym und 
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V L variable Nukleotide A, C, G oder U im Loop des 
Ribozyms bedeutet. 

Die Nukleotidanzahl von. V L kann 0-550 betragen. 

5 

Das erfindungsgemaBe Gen wird in einen intermediaren Vektor 
mit Pf lanzen-Promotor kloniert. Derartige Vektoren sind 
beispielsweise die Plasmide pNCN (Fromm M. et al., PNAS 82, 
5824-5826 (1985) oder pNOS (An G. et al. EMBO J. 4, 277-276 
10 (1985) oder bevorzugt pDH51 (Pietrzak, M. et al. NAR 14, 
5857-5861, (1986). 

Nach anschlieBender Transformation von E. coli, wie z.B. E. 
coli MC 1061, DH1, DK1, GM48 oder XL-1, werden positive 

15 * Klone nach an sich bekannten Methoden (Maniatis et al., 

Lab. Manual), wie Plasmidminipraparation und Spaltung mit 
einem entsprechenden Restriktionsenzym, identif iziert . 
Diese positiven Klone werden dann in einen binaren 
Pflanzenvektor subkloniert . Als Pf lanzenvektoren konnen 

20 pGV3850 (Zambrysky, P. et al., EMBO J. 2, 2143*2150 (1983)) 
oder pOCA18 (Olszewski, N., NAR 16, 10765-10782, (1988)) 
eingesetzt werden. Vorteilhaft wird mit pOCA18 gearbeit^t. 

Die erhaltenen binaren Pf lanzenvektoren , die einen 
25 Pflanzenpromotor mit dem angehangten DNA- Fragment , das wie 
oben angegeben konstruiert ist, in der T-DNA enthalten, 
werden verwendet, urn Pflanzen zu transf ormieren. Dies kann 
durch Techniken wie Elektroporation oder Mikroinjektion 
erf olgen. 

30 

Bevorzugt wird die Kokultivierung von Protoplasten Oder die 
Transformation von Blattstiickchen mit Agrobakterien 
angewandt. Dazu wird das Pf lanzenvektorkonstrukt durch 
Transformation mit gereinigter DNA oder, vermittelt iiber 
35 einen Helferstamm wie E. coli SM10 (Simon R. et al., 
Biotechnology 1/ 784-791 (1983)), in Agrobakterium 
tumefaciens wie A 282 mit einem Ti Plasmid liber ein 
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"triparental mating" transf eriert. Direkte Transformation 
und triparental mating wurden, yie in, "Plant Molecular 
Biology Manual" (Kluwer Academic Pubishers, Dardrecht 
(1988)) beschrieben, durchgefiihrt. 

Es konnen grundsatzlich alle Pflanzen mit den die 
erfindungsgemaBe, konstruierte DNA tragendeh binaren 
Pflanzenvektoren transf ormiert werden. Bevorzugt sind 
dikotyledone Pflanzen, iiisbesondere Nutzpf lanzen, die 
beispielsweise Starke, Kohlenhydrate, EiweiBe Oder Fette in 
nutzbaren Mengen in ihren Orgapen-produzieren oder 
speichern oder die Obst und Gemiise produzieren oder die 
Gewurze, Fasern und technisch verwertbare Produkte oder 
Arzrieimittel, Farbstof f €' oder Wachse liefern ebenso wie 
Futterpflanzen. Als Beispiel sollen Tomate, Erdbeere, 
Avocado, sowie Fflanzen^ die tropische Fruchte tragen, z.B. 
Papaya, Mango, aber auch Bime, Apfel', Nektarine, Aprikose 
oder Pfirsich genannt wefden. Femer sollen als zu 
transf ormierende Pflanzen beispielhaft alle Getreidearten, 
Raps, Kartoffeln, Sojabohne, Baumwolle, Mais, Zuckerrube 
oder Sonnenblume, aufgefiihrt werden. 

Die transformierten Zellen werden mit Hilfe eines 
Selektionsmediums selektiert, zu einem Kallus 
herangeziichtet und auf einem entsprechenden Medium zur 
Pflanze regeneriert (Shain et al., Theor. appl. Genet. 72, 
770-770 (1986); Masson, J. et al., Plant Science 53, 
167-176 (1987), Zhan et al., Plant Mol. Biol. 11, 551-559 
(1988); McGranaham et all, Bio/Technology 6, 800-804 (1988) 
Novrate et al., Bio/Technology 7, 154-159 (1989). 

Die resultierende Pflanze wird durch die Transformation 
insofern verander,^ als in den Zellen die mit Hilfe der 
konstruierten Oligonukleotide exprimierte RNA durch die 
Ribozymaktivitat an GUC-Schnittstellen aufgespalten wird, 
urn die Gene freizusetzen. 
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Eine Anwendung des beschriebenen Systems ist auch in 
Bakterien, Zellkulturen, Hefen oder anderen eukaryontischen 
Organismen moglich. 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung 
weitergehend erlautert. 

Beispiele 

1) Verwendete DNA Strukturen 

a) Acetyltransferasegen mit Sall-Linkern 



5; 6TC GAC ATG TCT CCG GAG AGG AGA CCA GTT GAG ATT AGG CCA GET 
3 6 TAC AGA GGC CTC TCC TCT GGT CAA CTC TAA TCC GGT CGA 

5? fEt GCT GAT ATB GC * BCG GTT T6 T GAT ATC GTT AAC CAT TAC 
CGA , CTA TAC CGG CGC CAA ACA CTA TAG CAA TTG GTA ATG 
9 108 117 126 135 

ATT GAG ACG TCT ACA GTG AAC TTT AGG ACA GAG CCA CAA ACA CCA 
TAA CTC TGC AGA TGT CAC TTG AAA TCC TGT CTC GGT GTT TGT GGT 
144 153 162 171 tort 

CAA GAG TGG ATT GAT GAT CTA BAG AGG TTG CAA GAT AGA TAC CCT 
GTT CTC ACC TAA CTA CTA GAT CTC TCC AAC GTT SfJ !S *££Z 
189 207 216 «?2* 

TGG TTG GTT GCT GAG GTT GAG GGT GTT GTG GCT GGT ATT GCT TAC 
ACC AAC CAA CGA CTC CAA CTC CCA CAA CAC CGA CCA ill CgI IfS 
4 243 252 261 97ft 

nnl 25 o CC TGS AAS GCT ABB AAC GCT TAC GAT TGG ACA GTT GAG 
CGA CCC BB8 ACC TTC CGA TEC TTG CGA ATG CTA ACC TGT CAA CTC 

288 297 306 31 «? 

51 51 T T TAC BTB TCA CAT ASG CAT CAA AGG TTG GGC CTA GGA 
BAA ATG AGT GTA TCC GTA GTT TCC AAC CCG GAT CCT 

324 333 342 351 -r An 

IS ?£? Ilr 15 55 CAT TTB CTT AAB TCT ATB GAG GCG CAA GGT 
AGG TGT AAC ATG TGT GTA AAC GAA TTC AGA TAC CTC CGC GTT CCA 

369 378 387 396 an* 

TTT A AG TCT GTG GTT GCT GTT ATA GGC CTT CCA AAC GAT CCA TCT 
AAA TTC AGA CAC CAA CGA CAA TAT CCG GAA GGT TTG CTA i£? £ 

414 423 432 44i asfi 

GTT AGG TTG CAT GAB GCT TTG GGA TAC ACA GCC CBS GGT ACA TTG 
CAA TCC AAC GTA CTC CGA AAC CCT ATG TGT CGG GCC CCA Sf He 

459 468 477 486 dQ c 

CGC 6CA GCT GGA TAC AAG CAT GGT GGA TGG CAT GAT GTT GGT TTT 
GCS CST CGA CCT ATB TTC GTA CCA CCT ACC Sll CTA HI S III 

504 513 522 531 

TBS CAA AGG GAT TTT GAG TTG CCA GCT CCT CCA AGG CCA GTT ftrr 
ACC GTT TCC CTA AAA CTC AAC GGT CGA GGA GGT m HI j£ 

CCA GTT ACC CAG ATC TGA G • 3» 
GGT CAA TGG GTC TAG ACT CAG CTG 5' 
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b) Spacer rait Sail und Hindi II- Linkern 

^ A S ATG £ I?? SI SI CAG TAT CCC CCA '"3 GCG GCC GC 

Uft ATG CCG ATT TTA CCA GTC ATA GGG GST TTC CGC CGB CGT 

CGA 5* '»•' 



c) Cat-Gen aus Tn9 nacli Alton et al . Nature 282, 864-866 
10 (1979) 
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d) Ribozymstrukturdomane mit Hindlll- und Pstl-Linkern 



S; AGC TGC GGC CGC TTA CGG CTA AAA TGG TCA GTA TCC CCC AAA GgI 
CG CCG GCG AAT GCC GAT TTT ACC AGT CAT AGB GGG -TTT CCC 
63 72 81 90 

BTA CCC CTT TCB BBC ATA CTC TBA TGA ETC CGT GAB SAC GAA ACC 
20 CAT GBB BAA AGC CCG TAT GAG ACT ACT CAB GCA CTC CTG til TGG 

99 iOB 
ATT TTA GCC GTA ACT GCA 3' 
TAA AAT CGG CAT TG 5' , 



25 Die Oligonukleotide unter a), b) und d) wurden nach der 
Phosphoramidit - Methode mit einem DNA- 

Synthesizer synthetisiert . 



2) Klonierung der Fragiriente 



Die unter la)-d) bezeichnete DNA wurde in gleichen molaren 
Mengen ligiert und in die Sall/PstI Stellen des Vektros 
pDH51 eingebaut. Positive Klone wurden durch 
Hybridisierung mit alien 4 verwehdeten radioaktiv 
35 markierten DNA-Abschnitten identif iziert . 
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3) Klonierung in pOCA18 

Das Plasmid pOCA18 wird in Olszewski, N. et al. NAR 16, 
10765-10782 (1988) nacharbeitbar beschrieben. 

5 

Ein 2,4 kbp langes Nosl/Hindlll Fragment wurde aus dem 
beschriebenen Vektor pDH51 mit der inserierten Konstruktion 
isoliert und nach Auffullen der Enden in einen Bam HI 
geschnittenen und aufgefiillten pOCA18 Vektor kloniert. 
10 Positive Klone wurden durch Hybridisierung mit 32 P 
markierter DNA nachgewiesen. 

4) Transformation von Agrobakterien 

Der pOCA18 Vektor mit dem beschriebenen 35S Promotor/Insert 
wurde in den Agrobakterienstamm A 282 (Pharmacia Freiburg/ 
BR Deutschland, oder ATCC 37349, USA) tiberfuhrt. Dies 
geschah durch ein Triparental Mating mit Hilfe des E. coli 
Stammes SM10 (Simon, R. et al. Bio/Technology 1, 784-791, 
1983). Dazu gab man gleiche Mengen der Bakterien gemeinsam 
uber Nacht auf einen Filter, spulte mit 2 ml 10 mM MgS0 4 ab 
und gab Aliquot s davon auf YEB-Platten mit Tetrazyklin und 
Rifampicin (YEB: 1 % Hefeextrakt, 1 % Pepton, 0,5 % NaCl). 
Positive Agrobakterien konnten durch Hybridisierung 
nachgewiesen werden. 

5) Transformation von Tabak 

Die Agrobakterien wurden in YEB Medium (1 % Hefeextrakt, 
30 1 % Pepton, 0,5 % NaCl) mit Tetrazyklin und Rifampicin 

angeziichtet. 20 ml der Bakterien wurden abzentrifugiert, 
einmal in YEB Medium gewaschen und in 20 ml 10 mM MgS0 4 
suspendiert in eine Petrischale gegeben. Als 
Pflanzenmaterial wurde Nicotiana tabacum Wisconsin 38 
35 verwendet. Die Pflanzen waren 4 Wochen unter sterilen 

Bedingungen auf 2MS Medium Murashige T. et al., Physiol.. 
Plant 15, 473-497 (1962) bei 25°C mit 16 Std. Licht pro Tag 



15 



20 



25 



WO 91/11511 



11 



PCT/EP91/00145 



kultiviert worden. Von diesen Pflanzen wurde ein 1 cm 2 
Blattstuckchen abgeschnitten, mit sterilem Schmirgelpapier 
verwundet und 30 sec in die Bakterienkultur eingetaucht. 
Die Blattstuckchen wurderi 2 Tage bei 25 °C auf MS Medium, 
wie oben fur 2MS beschr^eben, gehalten und anschlieBend mit 
fliissigem 2MS Medium gewaschen. Danach kamen die 
Blattstuckchen auf MSC 10 Platten (wie MS mit 1>5 % Agar) 
mit 100 ng/ml Kanamycin. Nach 5-6 Wochen konnten 
regenerierte Pflanzen in grSBere GefaBe umgepflanzt werden, 
wo sie nach 2-3 Wochen Wurzeln bildeten. 

6) Nachweis der Transformation* 

Aus etwa 8 Wochen alten transf ormierten Tabakpf lanzen wurde 
mit Standardmethoden (Maniatis et al., Lab. Journal) DNA 
isoliert, auf Nitrozellulosemembranen transf eriert und mit 
32 P markierter Insert- DNA hybridisiert . 

In der DNA der Pflanze konnten ein Einbau der gewunschten 
Seguenzen nachgewiesen werden. 

7) Nachweis der Expression der RNA 

Aus den eben erwahnten Tabakpf lanzen wurde aus einer 
zweiten Blattprobe RNA isoliert, aus einem Formaldehydgel 
auf Nitrozellulose transf eriert und wie oben hybridisiert. 
Es konnten verschiedene Banden nachgewiesen werden, die die 
erwarteten Grofien zeigten. 

8) Nachweis der in vitro Funktion der Ribozym RNA 

Aus den pBluescript SK+ Klonen mit dem insertierten Gesamt- 
Oligo wurde mit T3 bzw. T7 Polymerase in einem 
Reaktionsansatz (Stratagene, Product Information zu SK+) 
die multifunktionelle RNA produziert und anschlieBend 
isoliert. Hybridisierung dieser RNA mit einzelnen 
Komponenten zeigte eine Aufspaltung der RNA. 
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9) Nachweis der in vivo Aktivitat der Gene 

Transf ormierte Pflanzen zeigten Wachstum auf 2MS Medium roit 
Phosphinotricin. Im Spriihversuch erwiesen sich die Pflanzen 
gleichfalls als resistent. Ein Versuch zur Acetylierung von 
Chloramphenicol zeigte, daB die Pflanzen ein aktives Enzym 
exprimieren. 
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Patentanspruche : 

1. Hybridgen / bestehend aus einer Gensequenz, kodierend fur 
Ribozym-RNA, und einem oder unterschiedlichen 
funktionellen Gen, in einer oder mehreren Kopien, wobei 
die Gensequenzen jeweils iiber einen Spacer , der auf der 
RNA-Ebene ein Substrat fiir das Ribozym darstellt / 
verkniipft ist. 

2. Hybridgen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
das funktionelle Gen fur die Phosphinothricin- 
Acetyl transferase und/oder fiir die Chloramphenicol- 
Acetyltransf erase kodiert. 

3. Wirtszelle, enthaltend ein Gen nach Anspruch 1 oder 2. 

4. Mikroorganismus oder Pflanzen, Pf lanzenzellen, sowie 
Teile oder Samen der Pflanzen, enthaltend ein Gen nach 
Anspruch 1 oder 2. 
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